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ZUSAMMENFASSUNG 

Die Erfindung betrifft ein pH-sensitives Polymer, das ein (Meth)acrylat- 
Copolymeraus 20 bis 65 Gew.-% Acrylsaure- und/oder Methacrylsaure- 
Elnheiten und 75 bis 35 Gew.-% Einheiten von Ci- bis Ci8-Alkyle s t ern der 
(Meth)acrylsaure 1st, dadurch gekennzeichnet, dais es ein Molekulargewicht im 
•Berelch von 1.000 bis 50.000 g/mol aufweist und in einer Konzentration von 150 
ug/ml im Cytotoxicitats-Test mit menschlichen roten Blutzellen bei pH 5,5 eine 
Hamolyse von mindestens 60 % und bei pH 7,4 eine Hamolyse von weniger als 
1 % bewirkt Die Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung des pH-sensitiven 
Polymers als Trager f Or pharmazeutisch wirksame BiomolekQIe oder 
pharmazeutische Wirkstoffe sowie als Bestandteil entsprechender 
Arzneiformen. 
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pH-sensitlves Polymer 

Die Erfindung betriffi ©in pH-sensitives Polymer mlt cytotoxlschen bzw. 
membranolytischen Eigenschaften bei pH-Werten unterhalb von pH 6.5.. das als 
Trager fur naturliche oder synthetische Biomolekule oder pharmazeutische 
Wirkstoffe verwendet werden kann. 

Stand der Technik 



Auf Stimuli reagierende Polymere haben ih den letzten Jahren an Bedeutung 
gewonnen. Entsprechende Polymere entfalten veranderte Eigenschaften nach 
Einwirkung eines chemischen oder physikalischen Einflusses wie z. B... urn nur 
elnige zu nennen Temperatur. Lasungsmittel oder pH-Wert. PH-sensitive 
Polymere sind dabei von besonderem Interesse. So konnen beispielsweise 
Carboxylgruppen-haWge Polymere, die bei hohem pH-Wert hydrophile Coil- 
Strukturen ausbilden, bei niedrigen pH-Werten zu hydrophoben Globulin- 
~ ] ^^^ Strukturen ubergehen (siehe z. B. {1 )). 

pH-sensitive Polymere stehen im Zusammenhang mit der Verabreichung von 
Arzneistoffen im Blickpunkt der Forschung. Viele physiologische und s 
pathologischeVorgange wie Endocytose," Tumorwachstum und EntzCindungen 
gehen einher mit einem Wechsel der pH-Bedingungen. Beisplele von pH 
sensitiven Polymeren, die im Zusammenhang mit der Verabreichung von 
Arzneistoffen erforscht werden. slndz. B. a-Alkyl-Acrylsaure, wie Poly(2- 
ethylacrylsaure) und Poly(Propyl-Acrylsaure) (siehe 2). Poly(amidoamlne) 
(slehe 3, 4) und Poly(L-Lysin-iso-phthalamid) (siehe (5)). Die durch pH- 
Verschlebungen hervorgerufenen Konformationsanderungen beeinflussen die 
Wechselwirkungen von Polymer und Zellmembranen dahingehend. daU es zu 
Destabilising und Auflosung kommen kann. pH-sensltive Polymere kfinnen 
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als Trahsportmittel fQr eine Vielzahl naturlicher oder synthetischer BidmolekQle 
elngesetztwerden. Sie konnen mit Lipiden (siehe 6,7. 8, 14). Protelnen und 
Peptiden (siehe 9, 1 0), ,DANN (4, 1 1 j, Immunotoxlnen (1 2), Antikorpern (1 3) 
und/oder Wirkstoffen (3) komplexlert werden. 
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WO 97/09068 beschreibt interaktive molekulare Konjugate. Es handelt sich 
Insbesondere urn auf elnen Stimulus reagierende Molekule, die die Fahigkeit. 
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zur Bindung an eine zellulaxe Zielregionen aulweisen, wobei der Stimulus 
wlederum die Bindungsfahigkeit beelnfluBt. Der Stimulus kann durch die * 
Temperatur, einen pH-Wert, bestimmte lonen oder lonenstarken, elektrische 
Felder oder Lflsemittel gegeben sein. • 

Ein auf einen Stimulus reagierendes Molekul kann z. B. ein pH-sensitives 
Polymer sein, das mit einem an einen Liganden bindenden Molekul, z. B. einem 
Antigen, einem Antikflrper oder einem pharmazeutischen Wirkstoff. kombiniert 
wird. Das molekulare Konjugat kann auf veranderte Unigebungsbedingungen 
reagieren, z. B. auf die Veranderung des pH-yVertes von Werten uber pH 7,0 im 
Bereich extrazellularer Kdrperflussigkeiten,' z. B. in der Blutbahn, auf Werte' 
unterhalb von pH 6,5. der mit der Aufhahme In lebende Zellen, z. B. durch 
Endocytose einhergeht. 

• Allgemein werden Polymere basierend auf radikalisch polymeriserten Vinyl-typ 
Monomeren mit Molekulargewichten im Bereich von 1 .000 bis 30.000 erwahnt. 
)^^^ Zur Koppelung von Proteinen oder Peptiden werden Polymere mit reaktiven 
Seitengruppen, z. B. -OH, -COOH oder bevorzugt -NH 2 , angeregt. 

(Meth)acrylat-Copoiymere aus Methacrylsaure-Einhelten und Comonomere wie 
d- bis Ciz-Alkyiestem der (Methjacrylsaure sind im Prinzip bekannt und finden 
insbesondere Anwendung ate Oberzugs- und Bindemlttel fQr Arznelformen. 

. Bekannt sind z. B. Copolymere aus 50 0ew.-% Methacrylsaure und 50 Gew.-% 
Methylmethacrylat (EUDRAGIT® L), aus 50 Gew.-% Methacrylsaure und 50 
Gew:-% Ethylacrytat (EUDRAGIT® L1 00-55), aus 30 Gew.-% Methacrylsaure 
und 70 Gew.-% Methylmethacrylat (EUDRAGIT® S). Die handelsublichen 
Copolymere weisen Molekulargewicht im Bereich oberhalb von etwa 200.000 
g/molauf. 
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US 2001/0007666 A1 beschreibt eine Zusarhmensetzung, die der Erhohung 
Transports oder des Freisetzens von Substanzeh durch Zfellmembranen, 
Zwischen Zellen, Zellkompartimenten oder Lipidmembranen dient Die 
Zusammensetzurig besteht aus einem Membran-Transport Agens, das unter 
anderem ein pH-sensitives Polymer sein kann und physikalischen Mitteln, die 
die Effektivitat des Membran-Transport Agens erhehen, z. B. eine 
Uitraschallbehandlung. Als pH-sensitive Polymere slnd insbesondere 
carboxylgruppenhaltige Polymere geeignet, z. B. solche mit einem Anteil von 
mehr50% Monomerresten mit Carboxylgruppen. KonkretwIrdz.B. eine PoIy{2- 
Ethyl-AcrylsSure) mit einem mittleren Molekulargewicht yon 62.000 genannt 
Weiterhin werden 50 : 50 Copolymere der AcrylsSure mit Ethyh Propyl- und 
Butylacrylat beschrieben. Zur Herstellung wird die Buikpolymerisation in 
' Gegenwart eines AIBN-Initiators angegeben. Moiekulargewichtregler werden 
nicht erwahnt Da die Copolymere weietrhih durch Ethertellung gereinigt 
werden, ist von hohen Molekulargewichten auszugehea Die Copolymere 
lysieren bereits in geringen Konzentrationen von wehigen M9 Erythrocyten be\ 
prt 5,5 in hohem Mafte und bei pH 7,4 zumindest in geringerem MaBe. 

Aufgabe und LOsung 

Das Einschleusen von BiomolekQIen Oder pharmazeutischen Wirkstoffen in das 
Cytoplasma und von dort aus eventuell in den Zellkern auf dem Weg uber 
Endosomen erfordert Membran zersterende Agenzien, die verhindern, da& die 
Stoffe in die Lysosomen Qbergehen, wo sie chemisch abgebaut werden 
k6nnen. Daher sind Polymere yon Interesse, die bel leicht sauren pH-Werten 
urn pH 6,5 Oder niedriger, wie sie in deh Endosomen vorherrschen, zur 
Zerstorung der Zellmembrahen fQhren, aber bei physiologlschen pH-Werten urn 
pH 7,4, wie sie auBerhalb der Zellen vorkommen nicht membranolytisch wirken. 
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Die Acrylsaure-Alkylacrylat-Copolymere der US 2001/0007666 A1 haben den 
Nachteil, daB sie bereits in extrem.geringen Konzentratidnen zur einer Zelllyse 
fuhren kdnnen. Dies macht sie kritisch in der Dosierbarkeit. Weiterhin besteht 
der Nachteil, dali es auch bei pH 7,4 noch zu einer gewissen Hamolyse 
kommen kann, so daB die beschriebenen Copolymere insgesamt schwer 
kontrollierbar sind uhd falls sie in extrem geringen Mengen zur Anwendung 
kommen nur elne geringe Beladbarkeit mit BiomolekOlen Oder 
pharmazeutischen Wirkstoffen ermdglichen. 

Im Zusammenhang mit der Entwicklung von Arzneiformen, die ihre Wirkung 
spezlfisch in bestimmten Zelltypen entfalten sollen, besteht daher ein weiterer 
Bedarf an geeigneten polymeren Tragermolekuien. Es sollten pH-sensitive 
Polymere entwickelt werden, die im Bereich von pH 7,0 oder leicht darober 
keine oder nur in hohen Konzentrationen cytdtoxische Eigenschaften 
aufweisen, aber unterhalb von pH 6,5 bereits in geringer Konzentration in vivo 
•zelltoxisch, bzw. hamolytisch bzw. membranolytisch wirken. Die Polymere 
sollen als Trager for natOrliche oder synthetische Biomolekule oder 
pharmazeutische Wirkstoffe geeignet sein, die auf den Weg Ober die Aufnahme 
in Endosomen und deren anschlieftende Destabilisierung oder Lyse intracellular 
freigesetzt werden sollen. 

v 

Die Aufgabe wird geldst durch ein 

PH-sensitives Polymer, das ein (Meth)acrylat-Copolymer aus 

20 bis 65 Gew.-% Methacrylsaure-Einheiten und 

75 bis 35 Gew.-% Einheiten von Ci- bis Cie-A'ky'estem der 

(Meth)acrylsaure ist, 
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dadurch gekennzeichnet, daG 

es ein Molekulargewicht im Berelch von 1.000 bis 50.000 g/mol aufweist 

und in einer Konzentration von 150 yg/ft\\ im Cytotoxicitats-Test mit 

mensch lichen roten Blutzellen bei pH 5,5 eine Hamolyse von rtiindestens 60 % 

und bei pH 7,4 eine HSmolyse von weniger als 5 % bewirkt: 

Ausfiihrung der Erfindung 

(Meth)acrylat-Copo|Ymere 
Die Erfindung betrifft ein 

PH-sensitives Polymer, insbesondere mit membranolylischen bzw. 
zelltoxischen Eigensctiaften bei pH-Werten unterhalb von pH 6,5, das ein 
(Meth)acrylat-Copolymer aus 

20 bis 65 Gew -% Methacrylsaure-Einheiten und 

75 bis 35 Gew.-% Einheiteh von Ci- bis Cie-Alkylestern der (Meth)acrylsaure 
1st, 

d- bis Cie-Alkytestern der (Meth)acrylsaure, insbesondere lineare Oder 
verzweigte Ci- bis Cie-Alkylestern der (Meth)acrylsaure. sind z. B.: 

Methylacrylat, Ethylacrylat, Vinylacrylat, Propylacrylat, Butyiacryiat, 
Hexylacrylat, Octylacrylat, Decylacrylat, Dodecylacrylat, Myristylacrylat, 
Laurylacrylat, Cetylacrylat, Stearylacrylai, Methylmethacrylat, Ethylmethacrylat, 
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Propylmethacrylat, Butylmethacrylat, Isobutylmethacrylat, Hexylmethacrylat, 2- 
Ethyl-hexyl(meth)acrylat, Phenylemethacrylat. Octylmethacrylat, 
Decylmethacrylat, Dodecylmethacrylat; Myristylmethacrylat. Laurylmethacrylat, 
Cetylmethacrylat, Stearylmethacrylat 

Die Esterkomponenten kdnrien verzweigt Oder cyclisiert sain. 

Bevorzugt sind die d- bis Cs-Alkytestem der Acryl- Oder Methacrylsaure, 
insbesondere Methylmethacrylat; Ethylmethacrylat, Butylmethacrylat, 2- 
Ethylhexylmethacrylat. Methylacrylat, Ethylacrylat .Butylacrylat und 2- 
Ethylhexyacrylat. 

In der Regel addieren sich die.genannten Anteile zu 100 Gew.-%. Es kdnnen 
jedoch zusatzlich, ohne datt dies zu einer Beeintrachtigung Oder Veranderung 
der wesentlichen Eigenschaften fuhren mutt, geringe Mengen im Bereich von 0 
bis 10, z. B. 0,1 bis 5 oder nicht mehr als 2,6 Gew.-% weiterer vinylisch 
copolymerlsierbarer Monomere, die nicht zwingend (Meth)acrylate sein mQssen 
enthalten seln, z* B. Butylacrylat, Butylmethacrylat, Methylacrylat, 
Hydroxyethylmethacrylat, Hydroxyethylacrylat, Methacrytamid Oder Styrol. 

Vernetzende Monomere sind in der Regel nicht enthalten. 
{MethtecwIat-nopolvm ere-Varianten 

Fur die Zwecke der Ertlndung geeignet sind bevorzugt (Meth)acrylat- - 
Copolymere aus: 

20 bis 60 insbesondere 35 bis 55 Gew:-% Methacrylsaure-Einheiten und 
60 bis 80, insbesondere 65 bis 45 Gew.-% Methylmethacrylat -Elnhelten. 
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. 4d bife 60 insBlsondere 45t»is 55, z. B. 50 Gew^'iyietl^acrylsaure- 
Einhelten. und 60 bis 40, insbesondere 55 bis 45, z. B. 50 Gew.-% 
Methylmethacrylat -Einheiten nvo EUDRAGIT® L). 

20 bis 40 insbesondere 25 bis 35, z. B. 30 Gew.-% Methacrylsaure- 
Einheiten und 80 bis 60, insbesondere 65 bis 75, z. B. 70 Gew,-% 
Mttihylmethadrylat -Einheiten (Tvd EU DRAG IT® SV . 

40 bis 60 insbesondere 45 bis 55, z. B. 50 Gew.-% Methacrylsaure- 
Einheiten uhd 60 bis 40, insbesondere 55 bis 45, z. B. 50 Gew.-% 
Ethylacrylat -Einheiten (Tvo EUDRAGIT® L1 00-55) . 

40 bis 60 insbesondere 45 bis 55, z. B. 50 Gew.-% Methacrylsaure- 
Einheiten und 60 bis 30, insbesondere 45 bis 35, z. B. 50 Gew.~% 
Ethylacrylat -Einheiten, sowie 2 bis 20 Gew.-%, z. B. 10 Gew.-% 
Butylmethacrylat (Tvp EUDRAGIT® L1 00-55 mit Butylmethacrylat). 

40 bis 60 insbesondere 45 bis 55, z. B. 50 Gew.-% Methacrylsaure- 
Einheiten und 60 bis 40, insbesondere 55 bis 45, z. B. 50 Gew.-% 
Ethylacrylat -Elnheiteni sowie 0,1 bis 2 Gew.-% elnes C 8 - bis Ci 2 -Esters 
der Acryl- Oder Methacrylsaure, bevorzugt Dodecylmethacrylat. <Jm 
EUDRAGIT® L1 00-55 mit geringem Antei! eines langkettlgen. 
Alkylesters). Das Copolymers kann bevorzugt in Gegenwart von 5 bis. 15 
Gew.-% Dodecylmercaptan oder 2 bis 1 0 Gew.-% 2- 
Ethylhexylthioglycolat hergestellt werden und variiert Je nachdem in 
seinen Eigenschaften. 

. 20 bis 40, insbesondere 25 bis 35, z. B. 30 Gew.-% Methacrylsaure- 
Einheiten, 25 bis 45, insbesondere 30 bis 40, z. B. 35 Gew.-% 
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Methylmsthacrylat-Einhe'iten, 25 bis 45,jnsbesdndere 30 bis 40, z. B. 
3 J Gew. n/ o Ethylacrylat-Elnheiten fTYP B »nRAGlT® mlttterero 
SSureqehalt). 

In der Regel addieren sich die genannten Anteile zu 100 Gew.-%. Es kdnnen 
jedoch zusatzlich, ohne daB dies zu elner Beeintrachtigung oder Veranderung 
derwesentllchen Eigenschaften fuhren muB, geringe Mengen im Bereich von 0 
bis 10, z. B. 0.1 bis 5 oder nicht mehr als 2,5 Gevy--% weiterer vipylisch 
copolymerisierbarer Monomere. die nicht zwingend (Meth)acryiate sein mussen 
enthalten sein. Zu nennen sind z. B. Butylacrylat, Butylmethacrylat, 
Methylacrylat, Hydrbxyethylmethacrylat, Hydroxyethylacrylat, Methacrylamid 
oder Styrol. 




MolekularoewiCht 

Das Molekulargewicht (Gewichtsmittel) des (Meth)acrylat-Copolymeren liegt im 
Bereich von: 1.000 bis 50.000 g/mol, bevorzugt im Bereich von 10.000 bis 
40.000 g/mol, insbesondere im Bereich von 20.000 bis 30.000. Das 
Molekulargewicht kann z. B. durch VisCosimetrie oder 

GelauschluBchromatographie (GPC) bestimmt warden. Vlscosimetrische Werte 
(Grenzviscositatszahl) kdnnen in Chloroform oder in DMF (Dimethylformamtd) 
bei 23 °C bestimmt warden und sollen bevorzugt im Bereich von 10 bis 20, 
bevorzugt 11 bis 15 n^o (cm 3 /g) liegen. Viscositatszahlen konnen z. B. nach 
ISO 1628-6 gemessen warden. 

^flmalvtischeWirkuno 

Ab elner hamolytlschen Aktivitat (Hamolyse ) von 5 % spricht man von einer 
zelltoxischen Wirkung. Die hamolytische Aktivitat soli bei pH 7,4 weniger als 5 
% betragen und bei pH 5,5 hoch sein und z. B. mindestens 30,. mindestens 40, 
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mindestens SO oder mindestens 60 % betragen. Es ist gOnstig, wenn diese 
Wirkung bei gut dosierbaren Copolymer-Konzentrationen von 20 bis 300, 
bevorzugt 50 bis 250, insbesondere von 100 bis 200 ug Copolymer/ml bezogen 
auf ©ine Erythrozyten-Konzentration von 1 x 10° RBC/ml erreicht wird. 

t 

Das (Meth)acrylat-Copolymere bewirkt in einer Konzentration von 150 ug/ml im 
Cytotoxidtats-Test mit menschlichen roten Biutzellen bei pH 5,5 eine Hamolyse 
von mindestens 60 %,'bevorzugt mindestens 80 % und bei pH 7,4 eine 
Hamolyse von weniger als 5 %, bevorzugt von wenlger als 2,5, besonders 
bevorzugt von weniger als 1 %. 

Der Cytotoxicitats-Test mit menschlichen roten Biutzellen (Erythrocyten) kann in 
Anlehnung an die Methode von Murthy et al. ausgefQhrt werden N. Murthy, J.R. 
Robichaud, D.A. Tirell, P.S. Stayton. and S. Hoffman. The design and synthesis 
of polymers for ©ukaryotio membrane disruption. J. Controlled Release, 61: 
137-143(1999). 

Dabei werden ausfrischem Blut gewonnene menschliche rote Biutzellen (Red 
Blood Cell = RBC) durch Zentrifugation in Gegenwart von K3 EDTA separiert. 
Die Zellen werden dabei ftir 5 min bei 4 °C und 200 g sedimentiert und 
anschlleliend dreimalig durch emeute Zentrigation und Aufnahme In Phosphat- 
gepufferte Saline (PBS-Puffer, 34 mM, pH 7,4, 0,9 % NaCI Gew./Vol. (75 mM))) 
gewaschen. Die Zellzahl der resultierenden Suspension kann mit einem 
Hamocytometer bestimmt werden. 

Der Hamolyse-Test wird ausgefOhrt durch Zugabe der menschlichen roten 
Biutzellen (RBC) im jeweiligen Medium zur einer Copolymer-Suspension bei 
einer Zeilkonzentration von 1 x 10 e RBC/ml. Der Ansatz wird fQr 20 min bei 37 
°C inkubiert. 
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ZeUtoxische Wirkund auf M akrophaaen-TvP Zellen 

Im Gegensatz zu roten Blutzellen, bei denen die Zelllyse vermutlich 
hauptsachlich durch eine Interaktion der Copolymere mit der aufieren Zell-. 
Membran erfolgt, konnen die Makrophagen-Zelltypen die Copolymere aktlv 
aufhehmen, so da& davon auszugehen ist. daB hier andere Wechselwirkungen 
eine Zelllyse verursachen kOnnen. Da auch Makrophagen-Zelltypen zu den 
Zielzellen einer meglichen Therapie verschiedener Krankhelten gehoren 
kfinnen, sind solche (Meth)acrylat-Copolymere bevorzugt, die auch im MTT- 
Test Oder Im LDH-Test (Lactose-Dehydrogenase-Test) mit dem Maus 
Makrophagen-Zelltyp J774A1 (siehe Beispiel 5) bereits bei niedrlgen 
Konzeptrationen eine Zelllyse beziehungsweise Toxicitat zeigen. Die Zelllinie 
J774A. 1 ist z, B. bei effentllchen Stammsammlung ATCC (America Type 
Culture Collection. Manassas, VA 20108) unter der Nr. TIB-67 verfQgbar 
(J774A.1 mouse cells; immortalized macrophage-like cells (not tumoral); siehe 
auch: Ralph P et al. Lysozyme synthesis by established human and murine , 
histiocytic lymphoma cell lines. J. Exp. Med. 143: 1528-1533, 1976 PubMed: 
761.92838. 

MTT-Test (Inhiblerung von Zellen einer Makrophagen-Typ Zelllinie): 
Der colorimetrische Test weist lebende Zellen nach, die den gelben MTT- 
Farbstoff (MTT = 3-(4 l 5-dimethylthlazol-2-yl)-2 1 5-diphenyl-tetrazollum-bromidj 
zu einem dunkelblauem Formazan-Produkt reduzleren. Der Test eignet sich 
zum Nachweis von Cytotoxitat, Zellproliferation und Zellaktivierung. Dienen 
(siehe z. B. T. Mosmann. Rapid colorimetric assay for cellular growth and 
survival. Application to proliferation and cytotoxicity assays, J. Immunol, Meth. 
65:55-63 (1983)). 
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Anhand freigewordener LDH wird auf den Grad der Abtetung der Makrophagen- 
Zellen geschlossen (NC. Phillips, L. Gagne, N. Ivanoff, G. Riveau. (1 998) 
Vaccine 14(9), 698-904; Der Lactose-Dehydrogenase-Test zur messung der 
frelgewordenene LDH (siehe P.G. Cabaud and F. Wroblewski in Am J Clin 
Pathol (1958) 30, 234-236) kann mit handelsublichen Test-Kits z. B. Sigma Kit 
(procedure no.500) ausgefahrt werden. 

Bevorzugt sind daher (Meth)acrylat-Copolymere, die bei elner Konzentration im 
Bereich von 0,031 25 mg / ml im MTT-Test mit dem Makrophagen-Zelltyp 
J774A.1 (ATCC TIB-67) einen Wert von hochstens 50 %, bevorzugt hSchstens 
40 % bezogen auf eine 100 % Oberlebensrate im Kontrollversuch bewirken. 

Bevorzugt sind daher (Meth)acrylat-Copolymere, die bei elner Konzentration im 
Bereich von 0,03125 mg / ml im LDH-Test mit dem Makrophagen-ZeJItyp 
J774A.1 (ATCC TIB-67) einen Wert von mindestens 20%, bevorzugt 
mindestens 35 % bezogen auf 100 % Zelllyse (Toxicitat) im Kontrollversuch 
bewirken. 



Herstelluno der pH-sansitiv en Polvmere bzw. fMethtecrvlat-Copolvmere 

Die pH-sensitiven Polymere werden durch radikallsche Polymerisation der 
Mohomeren in Gegenwart von Polymerisationsinitiatoren und 
Molekulargewichtsreglem mittels Block-, Perl- oder Emulsionspolymerisation 
und Austragen des Polymerlsats dargestellt. Als weitere Herstellungsverfahren 
sind grundsatzlich auch .Group Transfer Polymerization' (GTP) oder .Atom 
Transfer Radical Polymerization' (ATRP) geeignet (slehe z. B. Matyjaszewski, 
K et al., Chem. Rev. 2001 , 101, 2921 -2990). Die resultierenden 
Polymerstrukturen sind statistische Copolymere oder Blockcopolymere. 



"•. U96UBJ.dlU0.(u)9«SS VP :ji9-H9fl 
6BqpBapu9S uiMBUJaqn (00f Sdl/\l) 20l/WdClSyi/\! :sniejs - 9>:zi 20' WOE uimea 

uoa 9 i 9«a S ) 09^dVI^IXgi/1.0l0 yg±Niyd:SAN ue 8Zira^9l.96K)/m00ie9XVd:SAN UQA^fJ; :J N SQXVd 




Bevorzugt 1st die Emulslonspolymerisation in Gegenwart von 2 bis 15 Gew.-% 
Molekulargewichtsreglern, einem Emulgatoranteil im Bereich von 0,1 bis 2 
Gew.-%, einer Polymerisationinitiatormenge im Bereich von 0,02 bis 0,4 Gew.- 
% und bei Temperaturen von 65 bis 90 °C. Bevorzugt ist ein Emulgatorgemisch, 
bevorzugt aus Natriumlaurylsulfat, z. B. .0.1 bis 0,5 Gew.-%, und 
Polyoxyehtylen-20-Sorbitanmonooleat, z. B. 0,4 bis 1,5 Gew.-%. Als lnitiatoren 
sind insbesondere Natriumperoxodisulfot Oder Ammoniumperoxodisulfat 
geeignet. Man kann auf diese Welse z. B. eine Dispersion mit 20 bis 40 Gew.-% 
Feststoflgehalt herstellen und das Copolymer durch Spruhtrocknung oder durch 
Coagulation und Abpressen des Wasser in einem Extruder gewinneft. 
AnschlieSend wird das Polymerisat bevorzugt in einem organischen Ldsemittel 
geldst, durch mehrfache Dlalyse gegen Wasser gereinigt und bevorzugt 
gefriergetrocknet. 

Beispielhaftfur Polymerisationsinitiatoren seien genannt: Azoverbindungen wie 
2,2'^Azobis-(isobutyronitril) oder 2,2 , -Azobis(2,4-dimethylvaleronitril), Redox- 
Systeme, wie beispielsweise die {Combination von tertiaren Aminen mit 
Peroxiden Oder bevorzugt Peroxide (vgl. hierzu beispielsweise H.. Rauch- 
Puntigam, Th. VOlker, "Acryl- und Methacrylverbindungen", Springer, 
Heidelberg, 1967 oder Kirk-Othmer, Encyclopedia of Chemical Technology, . 
Vol. 1, Seiten 386ff, J. Wiley, New York, 1978). Beispiele geeigneter Peroxid- 
Polymerisationsinitiatoren sind Dilaurbylperoxid, tert.-Butylperoctoat, tert- 
Butylperisbnonanoat, Dicyclohexylperoxidicarboriat, Dibenzoylperoxid oder 2,2- 
Bis-(tert.-butylperoxy)-butan. 

Man kann auch bevorzugt die Polymerisation mit einem Gemisch verschiedener 
Polymerisationsinitiatoren unterschiedlicher Halbwertzeit durchfQhren. 
' beispielsweise Dilauroylperoxid und 2,2-Bis-(tert.-butylperoxy)-butan, urn den 
Radikalstrom im Vertauf der Polymerisation sowie bei verschiedenen 
Polymerisationstemperaturen konstantzu halten. Die eingesetzten Mengen an 
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Polymerisationsinitiatdr liegen im allgerneinen bej 0,01 bis hochsteris 1 Gew.-% 
bezogen auf das Monomerengemisch. 

Die Einstellung der Molekulargewlchte der Copolymerisate (CP) erfolgt durch 
Polymerisation des Monomerengemisches in Gegenwart von 
Molekulargewichtsregiern, wie Jnsbesondere von den dafQr bekannten 
Mercaptanen, wie beispielsweise n-Butylmercaptan, n-Dodecylmercaptan. 2- 
Mercaptoethanol oder 2-Ethylhexylthibglycolat, wobei die 
Molekulargewlchtsregler im allgerneinen in Mengen von 0,05 bis 1 5 Gew.-% 
bezogen auf das Monomerengemisch, bevorzugt jn Mengen von 0,1 bis 10 
Gew.-% uhd bespnders bevorzugt in Mengen von 2 bis 12 Gew.-% auf das 
Monomerengemisch eingesetzt werdeh (vgl. beispielsweise H. Rauch- 
Puntigam, Th. Volker, "Acryl- und Methacrylverbindungen", Springer, 
Heidelberg, 1 967; HoubBn-Weyl, Methoden der organischen Chemie, 
Bd. XIV/1 , Seite 66, Georg Thieme, Heidelberg, 1 961 oder Kirk-Othmer, 
Encyclopedia of Chemical Technology, Vol. 1 , Seiten 296ff, J. Wiley, New York, 
1978). Bevorzugt wird als Molekulargewichtsregier n-Dodecylmercaptan oder 2- 
Ethylhexylthioglycolat eingesetzt. Ethylhexylthioglycolat bietet den Vorteil, daa 
die Hydrophpbizitat des (Meth)acrylat-Copolymeren beeinfltiifit werden kann, da 
der Regler endstandlg Ins Molekul eingeht. 5 bis 15 Gew.~% Dodecylmercaptan 
oder 2 bis 10 Gew.-% 2-Ethylhexylthioglycolat sind bevorzugte Einsatzmengen. 

Koniuaate 

Das pH-sensitive Polymer kann bestimmungsgemaR als Kpnjugat mit einem 
pharmazeutisch wirksamen natQrlichen oder synthetischen BiomolekOI oder 
einem pharmazeutische Wirkstoff vorliegen. Das Konjugat kann reversibel oder 
irreversibel kovalent durch chemische BrOckenbindung oder nebenvalent uber 
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Van der Waals-Krafte, lonische Bindungen, hydrophobe Bindung hergestellt 
sein. 

Verwendunqen 

Die pH-sensitiven Polymere konnen als Trager fQr natOrliche oder synthetische 
BiomolekQIe oder pharmazeutlsche Wirkstoffe verwendet werden. die auf den 
Weg Qber die Aufnahme in Endosomen und deren anschlieGende 
Destabilislerung oder Lyse Intrazellular freigesetzt werden sollen. 

Die pH^sensltiven Polymere k8nnen .zur Komplexierung bzw. als Konjugate mit 
Lipiden, Proteinen, Peptiden, Nukleinsauren (DNAund RNA), insbesondere 
Oligonukleotiden, Antisense-DNA oder Antlsense-RNA, Plasmid-DNA, 
Nukleotiden, Hormonen, Toxinen, Immunotoxinen, AntikOrpern oder 
Fragmenten davon oder pharmazeutischen Wirkstoffen verwendet werden. Die 
Komplexierung bzw. Konjugat-Bindung kann reversibel oder irreversibel 
kovalent durch chemische BrQckenbindung oder nebenvalent Qber Van der 
Waals-Krafte, ionische Bindungen. hydrophobe Bindung geschehen. Der 
erhaltene Komplexe kahn als wirksamer Bestandteil zur Herstellung einer 
Arzneiform. insbesondere einer dermalen, transdermalen, parenteralen. 
nasalen. pulmonalen. vaginalen oder. oralen Arzneiform verwendet werden. 

Die pH-sensitiven Polymere bzw. die Konjugate konnen gegebenenfalls 
Bestandteil von Mirkopartikeln, Nanopartikeln, Liposomen. Emulsionen 
und/oder Upidvisikeln sein. 

Die genannte Verwendung kann bevorzugt als Trager fQr pharmazeutlsche 
Wirkstoffe aus den Wirkstoffklassen der Analgetika, Antiallergika, 
Antirheumatika, Antibiotika, Antlinfektlva, Antlparklnsonmlttel, Antipsoriatlka. 
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Antitumormlttei, Dermatika, Gichtmlttel, lmmunregulatoren, Magen-Darmmittel, 
neurotrope Mittel, Ophtalmika, Zytostatika erfolgen. 

Mogliche Krankheiten: 

Krebs, Inflektionen (einschlieBlich HIV). Herz-Krelslauferkrankungen (z. B. 
Arteriosklerose), Arthritis, neurodegenerative Erkrankungen (Parkinson, Multiple 
Sklerose. Alzheimer), genetisch bedingte Enzymmangelerkrankungen. Hepatitis 
B und C, Mukoviscidose, Hypercholesteremia, Mongollsmus, Muskeldystrophie, 
Autoimmunkrankheiten GOrtelrose und Herpes, Psoriasis, CMV-Retinits, 
Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa, Diabetes, erfolgen. 

Die im Sinne der Erfindung elngesetzten Arzneistoffe slnd dazu bestimmt. am 
Oder im menschlichen oder fierischen Korper Anwendung zu finden, um 

1 . Krankheiten, Leiden, KOrperschaden oder krankhafte Beschwerden zu 
heilen, zu lindern, zu verhoten oder zu erkenneri. 

2. die Beschaffenheit, den Zustand oder die Funktlonen des Korpers oder 
seelische Zustande erkennen lassen. • 

3. vom menschlichen oder tierischen Kerper erzeugte Wirkstoffe oder 
KOrperflQssigkelten zu ersetzen. 

4. Krankheitserreger, Paraslten oder kcfperfremde Stoffe abzuwehren, 
zu beseitigen oder unschacJIich zu machen oder 

5. die Beschaffenheit, den Zustand oder die Funktionen des Korpers oder 

j 

seelische Zustande zu beelnflussen. 
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GebrSuchliche Arzneistoffe sind Nachschlagewerken, wie z. B. der Roten Uste 
Oder dem Merck Index zu entnehmen. 

Insbesondere sind die Wirkstoffe Amphotericin B, Adriamycin zu nenneh. 

Die Arzneiform kann z. B. zur Therapie von Tumoren, cardiovascularen 
Krankheiten Oder rheumatlscher Arthritis dienen. Ebensoist die Gentherapie 
von Erbkrankheiten oder die prophylaktische Therapie solcher Erkrankungen 
mlt Hilfe der erfindungsgemSRen pH-sensitiven Polymere als Bestandteil 
entsprechender Arzneiformen in Zukunft denkbar. Gegenuber viralen Systemen 
zur Gbertragung von Nukleinsauren in lebende Zellen, haben nicht virale 
Systeme generell den Vorteil, dafi sie lelchter herstellbar sind, keine Replikation 
des Vektors involviert ist, und daft die Gefahr immunologlscher. Reaktionen . 
geringer ist. 

Mndifikationen der Eiae nschaften 

a ) p a ^nfiu S5 unQ H»r information d. irch Bindunq weiterer MolekQle 
Die Eigehschaften, z B. die toxische bzw. membranolytische Wirksamkeit, der 
(Meth)acrylat-Copolymere auf rote Blutzellen und/oder Makrophagen-Typ 
Zellen oder deren physikalische Eigenschaften konnen durch die durch 
kovalente oder nebenvalente Kbpplung mit anderen Molekulen insbesondere 
konformationsandernden Agenzienz. B. Farbstoffen, insbesondere 
hydrophoben Farbstoffen, z. B. mit Rhodamin B, mpdifiziert werden. Geeignete 
Kopplungsmethoden fur Carboxylgruppen^haltige (Meth)acrylat-Copotymere 
sind dem Fachmann bekannt. 

Man kann z. B. ein mit einem Farbstoff, bevorzugt mit einem hydrophoben 
Farbstoffen, insbesondere mit Rhodamin B modiflziertes bzw. gekoppeltes 
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modifjziertes (Meth)acrylat-Copolymer aus 

25 bis 65 Gew.-% Methacrylsaure-Einheiten und 

75 bis 35 Gew.-% Einheiten von Ci- bis C 1!r Alkylestern der 

(Meth)acrylsaure erhalten. 

Bevorzugt 1st ein mit einem Farbstoff, bevorzugt mit einem insbesondere 
hydrophoben Farbstoffen, insbesondere ein mit Rhodamin B modifiziertes 
(Meth)acrylat-Copolymer aus 

40 bis 60 Gew.-% Methacrylsaure-Einheiten und 
60 bis 40 Gew.-% Ethylaciylat-Einheiten. 

Bevorzugt 1st ein theoretisch ermitteltes Kopplungsverhaltnis, bet dem 5 bis 100 
%, bevorzugt 5 bis,20 %, der Copolymer-Molekule mit einem FarbstoffmolekOI 
gekoppelt sind. 

Die Kopplung bietet z. B. den Vorteil, dali das LOsiichkeitsverhalten mbdifiziert 
werden kann. Man kann z. B. einen stellen Anstleg der Unldslichkeit im Bereich 
unterhalb von pH 6,5, z. B. im Bereich von pH 6,0 bis pH 5,0 erreichen (slehe 
Beispiel 6). 

b) Erzeuouna vpn Komolexe Hurch intermo»^',il«rfl Vernetzunq 

Die Carboxylgruppen der (Meth)acrylat-Copolymere sind chemisch.reaktiv und 
eigenen sich zur Modifikation mit dem Zlel der Erzeugung Komplexe durch 
intermolekulare Vernetzung. So lassen sich z. B. relativ lelcht durch chemische 
Modikation mittels NHa-CHa-CHz-SH SH-Gruppen in die (Meth)acrylat- 
Copolymere elnfQhfen. 
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Qber die 5'- unci 3'-stSndigen OH-Gruppen von NukleinsSuren kannen 
ebenfalls leicht mittels COOH-CH 2 -CH 2 -SH SH~Gniippen in DNA und RNA, 
Insbesondere Oligonukleotide, Antisense-DNA oder Antisense-RNA eingefuhrt 
werden. 

SH-modifizierte (Meth)acrylat-Copolymere und SR-rriodifizierte Nukleinsauren 
Kfinnen durch Blldung von S-S-Brucken zu Komplexen vernetzt werden. Durch 
die Zunahme im Molekulargewicht und die verminderte Loslichkeit werden die 
Komplexe in Grahula-Form instfesondere phagocytotischen Zellen zuganglich, 
was bei der Behandlung bestimmter Krankheitsbilder wle z. B. 
(Auto)immunerkrankungen von Vorteil sein kann. 

Die erfindungsgemaiSen Polymere werden in Kombination mlt Wirkstoffen 
eingesetzt und bilden ein in der Regel partikuiSres Drug Delivery System. Dazu 
kann der Wirkstbff Qber einen biologisch abbaubaren Spacer an das Polymer 
gebunden werden. Bevorzugt sind jedoch auch Konjugate mit kationischen 
niedermolekularen oder polymeren Substanzen.- Zu nenrien sind kationische 
Liplde wle Lipofectin, Pqlyiysin, Polythylenimin, Polyamino(meth)acrylat oder 
Spermin und Spermidine und deren Defivate. Djeser Komplex kann auch ein 
katlonisches oder anionisches LiRpsom sein. 



Die an sich bekannten Komplexbildner kcinnen in unterschledlicher weise 
wlrkungsverstSrkende Effekte aufweisen (z, B. Polyethylenlmin). 



Weitere Bestandteile der Komplexe kannen hydrophile Polymere sein 
(Polyethylengykol, Polyvinylpyrolidon, Polylaktlde, Polyglykolide, Polysaccaride 
und deren Derivate. Dlese Substanzen schQtzen die Wirkstoffe vor 



uaBuejduua (u)a}jes W -i} QJi \ e Q 
6Bjyne8pues UiijBUJsqn (OO't' SyiAl) ZOIAlVdQSyi/M J9AJ8S :sn}BJS " 9V-LV 20'WQS ujiubq 



21 



• 




lnteraktionen mit Bestandteilen des Blutes und veriangern die Zirkulation im 
Blut. 

Antikdrper gegen zellspezifische Antigen© konnen for das zellspezifische 
Targeting verwendet werden. • 

Herstellung der partikularen Freigabesysteme erfolgt nach Qblicher Technik, z. 
B. durch direkte Komplexierung in LSsung, Trocknung lipidhaltiger Losungen 
und Redispergierung in Wasser, gegebenenfalls unter Einsatz von Ultraschall 
Oder Homogenisation. 

Bestandteil einer Arzneiform, die der ublichen Technik der vorgesehenen 
Anwendung entspricht und eine sichere unter vertragliche Therapie eriaubt. Zur 
. Verlangerung der Haltbarkeit konnen die Arzneiformen gefrier- Oder 
spruhgetrocknet sein. 
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BEISPIELE 

1 . Copolyme rs der Beisoiele 1 bis 7 

Copolymer A: 
Copolymer aus 

50 Gew.-% Methacrylsaure und . 
50 Gew.-% Methylmethacrylat 

Mittleres Molekulargewicht (Gewichtsmittel) = M w ca. 25.000. 

Copolymer B: 
Copolymer &us 

50 Gew.-% MethadrylsSure und 
50 Gew,-% Ethylacrylat. 

Mittleres Molekulargewicht (Gewichtsmittel) = M* pa. 25.000. 

Copolymer C: < 
Copolymer aus 
30 Gew.-% Methacrylsaure, 
35 Gew.-% Ethylacrylat und 
35 Gew.-% Methylacrylat 

Mittleres Molekulargewicht (Gewichtsmittel) - Mw ca. 25.000. 

Copolymer D: ' 
Copolymer aus 
30 Gew.-% Methacrylsaure, 
70 Gew.-% Methylmethacrylat 

Mittleres Molekulargewicht (Gewichtsmittel) = M» ca. 25.00Q. 



\ 
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Hn polvmer E (nicht erflndungsgemali) 
Copolymer aus ", 
10 Gew.-% Methacrylsaure, 
45 Gew.-% Methylmethacrylat und 
45 Gew.-% Methylacrylat 

Mittleres Molekulargewicht (Gewichtsmittel) * M w ca. 25.000. 

rgpolvmer L-100 (EU DRAG IT® L, nicht erfindungsgemalJ) 
Copolymer aus 

50 Gew.-% Methacrylsaure und 
50 Gew.-% Methylmethacrylat. 

Mittleres Molekulargewicht (Gewichtsmittel) = M* ca. 1 00.000. 

copol ymer L-1 00-55 (EUDRAGIT® L100-55, nicht erfindungsgemaG) 
Copolymer aua 

50 Gew.-% Methacrylsaure und 
50 Gew.-% Ethylacrylat 

Mittleres, Molekulargewicht (Gewichtsmittel) = M w ca. 250.000. 

noDolvmerS-IOQ (EUDRAGIT® L1 00-55, nicht erfindungsgemaG) 
Copolymer aus 

30 Gew.-% Methacrylsaure und 
70 Gew.-% Methylmethacrylat. 

Mittleres Molekulargewicht (Gewichtsmittel) = M w ca. 1 00.000. 
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Beisolel 1 : - . 

PH Obergangsbereiche (Idslich zu unldslich). 

Dureh Messung der Llchtstreuung bei 37 °C und pH-Werten von 3,0 bis 7,5 in 
Wasser sollte untersuchtwerden, in welchen pH-Bereichen die Copolymere 
unloslicher Form vorliegen. Bel Unloslichkeit.geht die Ihtensitat der 
Lichtstreuung 

DieErgebnissesindinderfolgendenlabfJlSJ-dargestellt 




Copolymer 


Mfethacryl- 
[Gew.-%] 


Methyl- 

methacrylat 

[Gew.-%] 


Ethylacrylat 
[Gew.-%J 


Mettiylacrylat 
[Gew.-ft] 


Mw 

X10 3 

[mol/gl 


PH- 

Bereich, 
In dem das 
Copolymer 
unlBslich 1st 


A 


50 


50 






25 


3.8-4,5 


B 


50 




50 




25 


4J-5,1 


C 


30 


35 




35 


25 


5,0-5,6 


D 


30 


70 






25 


4,8-5,3 


E 


10 


. 45 




45 


25 


4,5-7,0 


L-100 


50 


50 






100 . 


3,7-4,3 


L-100-55 


50 




50 




250 


4,6-5,0 


8-100 


. 30 


70 






100 


4,7-5,2 



F=rqebnls: 

Die (Meth)acrylat-Copolymere welsen mit Ausnahme von Copolymer E relativ 
schmale Obergangsbereiche von 0,4 bis 0,7 pH-Elnheiten auf, in denen 
Unldslichkeitauftritt. ' ' . < 
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Copolymer E scheint auligrund seines geringen GeKaltes von i 0 Gew.-% , 
Monomeren mlt Carboxylgruppenresten einen weiteren pH-Obergangsbereich 
von 2,5 pH-Einheiten aufzuweisen. 

Das Molekulargewicht scheint praktisch keinen Einflufl auf das 
LSslichkeitsverhalten der Copolymere zu haben. 

BejsjaleJ 2: 

Konzentrationsabhangige hamolytische Aktivitat bei pH 7,4 

I 

Der Cytotoxicitats-Test mlt menschlichen roten Blutzellen wurde in Anlehnung 
an die Methods von Murthy et al. ausgefuhrt (N. Murthy, J. R. Robichaud, p. A. 
Tirell, P.S. Stayton, and S. Hoffman. The design and synthesis of polymers for 
eukaryotic membrane disruption. J. Controlled Release, 61 : 1 37-143 (1 999). 

Dabei werden menschlichen rote Blutzellen (Red Blood Cell = RBC) durch 
Zentrrfugation in Gegenwart von K3 EDTA erhalten. Die Zellen werden dabei fur 
5 min bei 4 °C und 200 g sedimentiert und anschlieliend dreimalig durch 
erneute Zentrigation und Aufnahme in Phosphat-gepufferte Saline (PBS-Puffer, 
34 mM, pH 7,4, 0,9 % NaCl Gew./Vol. (75 mM)) gewaschen. Die Zellzahl der 
. resultierenden Suspension kann mit einem Hamocytometer bestimmt werden. 

Der Hamolyse-Testwird ausgefQhrt durch Zugabe der. menschlichen roten 
Blutzellen (RBC) im jeweiligen Medium zur einer Copolymer-Suspenslon bei 
einer Zellkonzentratlon von 1 x 10 8 RBC/ml. Der Ansatz wird fur 20 min bei 37 
°C inkubiert De* Grad der HSmolyse wurde durch spektrometrlsche 
Bestimmung des aus lyslerten Zellen freigesetztenr Hemoglobins im 
Zentrifugationsuberstand bei 541 nm ermlttelt 



ue6uejduis (u)euas W> yjSJisg 
6BJUneepues uiqeujaqn (00f SWM) 20l/\IVdaSUI/\I J9AJ3S - W-LIZD WOG uitUBQ 

(t* uoa iz 0H9S) oa^>MWIX3T/lOVO-MgiNMd:8AN ue 9Zt-»8^9i-96>0/l>0l0 0r€OXVd:SAN uoa 'JN COXVd 



26 



Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabe»e2 dargestellt 



Tabelle 2 



Copolymer 


Mw 
X10 3 


Hamolytische Aktivitat [%] Del pH 7,4 
bei einer copolymer-Konzentratlon. in 




[mol/g] 
















150 


250 


500 


2.500 


10.000 


A 


25 


<5 


<5 


<S 


<5 


<5 


B 


25 


<5 


5 


8 


30 . 


100* 


C 


25 


<5 


5 . 


8 . 


100 


100 


D 


25 


<5 


5 


60 


100 


100 


E . 


25 


<5 


<5 


<5 


<5 


<5 


L-100 


100 


<5 


<5 


<5 


<5 


<5 


. L-100-55 


250 


<5 


<5 


<5 


< 5 


30 


S-1Q0 


100 


<5 


<5 


«B. 


< 5 


<5 



Eraebnls: 

Die Copolymers B, C and D zeigen ab 500 yg/ml elne hamolytische Aktivitat . 
von 5 % (Toxlcitatsschwelle) bei pH 7,4. Die hamolytische Aktivitat von 
Copolymer B ist dabel gerlnger als die von CundD. 

Die Copolymere A, E, L-100. L-100-55 und ,8-100 wirken auch bei hohen 
Konzentrationen bis 10.000 ug/ml nicht hamolytisch. Das Copolymer L-100-55, 
bis auf seln Mojekylgjaiam Obereinstimmend mit Copolymer B, zeigt be. 
10.000 ug/ml' eine geringe hamolytische Aktivitat 

Die Copolymer A und B unterscheiden sich bei Obereinstimmend 50 Gew.-% 
Methacrylsaure-Gehalt nur im Co-Monomer Methylmethacrylat bzw. 
Ethylacrylat. Das etwas hvdroohobere Copolymer B ist bereits ab 250 pg/ml 
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hamolytisch. Das Copolymer A ist dagegen auch bei 10.000 ug/ml nicht 
hamolytisch. 

< 

Beisblel 3: 

Hamolytisch© Wirkung der Copolymer© B und C bei verschiedenen 
Konzentratlonen bei pH 5,0 und pH'5.5. 

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 3 dargestellt. 
Tabelle^ 



Copolymer 


PH-Wert 


Hamolytische AkUvitSt [%] 

bei elner Copolymer-Konzerrtration in 




















25 


50 


100 


150 


250 


B 


5,0 


10 


80 


85 


90 


90 


B 


5,5, 


60 


00 


95 


90 


90 


C 


5.0 


<5 


<5 


10 


60 


80 


C 


5,5 


5 


50 


80 


85 


85 



Erqebpis; 

Copolymer B ist bei pH 5.0 und bei pH 5,5 starker hamolytisch als Copolymer 
C, insbesondere bei niedrigen Konzentrationen von 25 und 50 ug/ml. Bei pH 5,5 
und 150 ug/ml sind beide Copolymer© sehrwirksam. 

geisoiel 4: 

Hamoiytische Wirkung bei einer Copblymerkonzentration von 150 ug/ml und 
verschiedenen pH-Werten. 



Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 4 dargestellt 
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Tabelle 4 



Copolymer 


Mw 


Hamolytische AktlvitSt [%] bei pH 






X 10 3 


bei elnerCopolymer-Konzentration von 




[mol/g] 


150 [ug/ml) 












5,5 


e,o 




7,0 


7,5 


A 


25 


<5 


<5 


<5 


<5 


<5 


B 


25 


80 


55 


<5 


<5 


<5 


C 


25 


90 


. 55 


<5 


<5 


<5 


D 


25 


<5 


5 


<S 


<5 


<5 


& 


25 


<5 


< 5 


<5 


<5 


<5 


L-10O 


100 


< 5 


<:5 


<5 


<5 


<5 


L-100-55 


250 


95 


50 


<5 


< 5 


<5 


3-100 


100 


<5 


<5 


<5 


<5 


<5 




Eraebnis: . . 

Die Copolymer B, C und L 100-55 zeigen in ei'ner Konzentration von 150 ug/ml 
im Bereich von pH 5,5 bis 6,0 Starke hamolytische Aktivitat Alle Copolymere 
errthalten Ethvlacrvlat a ls Co-Monomer. Das Mw von L 100-55 1st jedoch for 
Anwendungen zu hoch, 

Beisoiel 5: 

Die Wirkung der Copolymere auf Makrophagen-Zelltypen sollte untersucht 
werdeh. Im Gegensatz zu roten Blutzellen bei denen die Zelllyse vermutllch 
hauptsachlich durch eine Interaktion der Copolymere mit der aufteren Zell- 
Membran erfoigt, konnen die. Makrophagen-Zelltypen die Copolymere aktiv 
aufnehmen, so daB davon auszugehen 1st, daft hier andere Wechselwlrkungen 
eihe Zelllyse verursachen konnen. Da die Bestimmung der Zelllyse relativ 
ungenau 1st, werden zwei Test-Systeme kombiniert Der MTT-Test auf 
Qberlebende Zellen und der LDH-Test auf abgetdtete Zellen 
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MTT-Test 

MTT-Test ( Inhibierung von Zellen einer Makrophagen-Typ Zelllinie). 
Der colorimetrische Test weist lebende Zellen nach, die den gelben MTT- 
Farbstoff zu einem dunkelblauem Formazan-Produkt redukieren. Der Test 
ejgnet sich zum Nachweis von Cytotoxitat, ZellproVrferatlon und Zellaktivierung. 
Dienen (slehe z. B. T. Mosmann. Rapid colorimetrlc assay for cellujar growth 
; and survival: Application to proliferation and cytotoxicity, assays, J. Immunol. 
Meth. 65:55*63 (1983)). 

J 774 Maus Makrophagen-Typ Zellen werden in OMEM-Medlum, enthaltend 10 
VolA/ol-% fotales bovines Kalberserum (vorbehandelt 56 °C, 30 min) und 1 
VolA/ol-% Penicillin G, suspsndiert. Die Zellen werden zu 100 ul Portionen, 
enthaltend 5 x 10 a Zellen. in eine Mikrotiterplatte mit 96-Kavitaten verteilt und 
fur 24 h bei 37 *C unter H2O gesattlgter Atmosphere enthaltend 5 % C0 2 
inkubiert. Es werden 20 ul steriler Copolymerlosung in Phosphatpuffer 
zugegeben und Relhen-Verdunnungen von 0,5 mg/ml bis 0,003125 ausgefuhrt 
(Kontrollen erhalten Phosphatpuffer ohne Copolymer). AnschlieGend wird fur 
• weitere 48 h inkubiert. 

Aus einet sterilen MTT-L6sung (MTT = 3-<4 ) 5-dimethylthiazo|-2-yl)-2,5-diphenyl- 
tetrazolium-bromid) in Phosphatpuffer (5 mg/ml) werden 10 ug in jede Kavitat 
gegeben und fGr weitere 3 h bel 37 °C inkubiert. Anschliellend werden 100 pi 
einer 10 Gew.A/ol-% Natriumdodecylsulfat-L6sung (SDS) in 0,01 HCI 
zugegeben urn reduziertes MTT zu solubilisieren. Es erfolgt eine 
spektrometrische Messung der Absorption nach 24 h bei 570 nm, die bezogen 
auf eine 100 % Qberiebensrate im Kontrollversuch ohne Copolymerzugabe. 
ausgewertet wird. 
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LDH-Test 




Der colorimetrische Test waist aus abgeteteten Zellen freigewordene • 
Lactosedehydrogenase (LDH)-Aktlvitat nach. Der Test wlrd analog zum MTT- 
test mit J774 Zellen in MIkrotiterplatten ausgefQhrt. Nach 48 h Inkubation 
warden je 4 [A des Oberetandes mit elnem handelsQblichen LDH-Test-Kit auf 
LDH-Aktlvrtat getestet. Die Auswertung erfolgt bezogen auf eine 100 % Zellyse 
(Toxicltat) im Kontrollversuch ohne Copolyrrierzugabe. Der 100 % - Wert wird 
dabei nach Inkubation eines Zell-Aliquots in Gegenwart von Triton X-100 zur 
vollstandigen Zelllyse bestiiirimt. 

Die Ergebnisse sind in der folgenden TabeUe 5 dargestellt. 




Copolymer . 


MAA 


MMA 


EA 


MA 


MTT-Test . 
% WITT 

Oebende Zellen) 


LDH-Test 
% LDH 
(abget&tete 


Zellen) 












0,03125 

[mg/ml] 


0,5 
[mg / mil 


0,03125 
[mg / ml] 


.0,5 
[mg / ml] 


A 


50 


50 






. 90 


110 


<5 


<5 


B 


50 




50 




35 


" 20 


.35 


40 


C 


30 


35 




35 


105 


80 


• ■ <5 


15 
<5 


D 


30 


70 






100 


100 


<5 




E 


10 


45 




45 


I 100 


<5 


<5 


40 



J 

MAA = [Gew.-%] Methacryisaure 
MMA a [Gew.-%) Methylmethacrylat 
EA « [Gew.-%] Ethyiacrylat 
MA = [Gew.-%] Methylacrylat 
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Ergebnis: 

Die MTT-Test uhd LDH-Test ertialterien MeRwerte stimmen qualitativ uberein. 
Copolymer B ist fDr di© J774 bereits in geringer Konzentration am toxischsten. 
Bel den Copolymers A und D konnte keine toxische Wirkung festgestellt 
werden. Copolymer E.das bei roten Blutzellen In Beispiel 4 keine Hamolyse 
verursacht, erweist sich in einer Konzentration von 0,5 mg/ml als toxisch fur die 
J774 Zellen. Copolymer C erweist sich in einer Konzentration von 0,5 mg/ml als 
leicht toxisch fur die J774 Zellen. 

Beisoiel 6 

PH-abhangige Konformations-Anderung (Transition) der Copolymere A bis E. 

Pvrene Fluoreszens , 
Der Fluorezens-Farbstoff Pyrene .kann dazu verwendet werden, die Transition 
pH sensitiver Polymere bei unterschiedlichen pH-Werten zu verfolgen (siehe z. 
B.: K. Kalyahasundaram and J. K Thomas. Environmental effects on vibronic 
band intensities in pyrene monomer fluorescence and their application in 
studies of micellar systems, J. Am. Chem. Soo. 99:2039-2044 (1 977)). 

Die Clbergange von hydrophilen Knauelstrukturen (Coil) zu hydrophoben 
Globulinstrukturen gehen einher mit einer Veranderung des Fluoreszens- 
Verhaltnisses bei den Wellenlangen h = 372 nm und l 3 = 383 nm (li / fe- 
Verhaltnls). Zur Wlessung wird Pyrene einfach der Copolymer-Losung 
zugegeben. 

Die Ergebnisse sind in derfolgenden Tabelle 6_ dargestellt 
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Tabelle 6 



1 copolymer 


MAA 


MMA 


EA 


MA 


Pyrene-Emission 

(1372 nm / bra nm ) 
















pH 5,5 


pH6,0 


pH6,S 


PH7.4 
1^2 


A 


50 


50 






1,32 


1.39 


. 1,45 




B 


50 




50 




1,25 


1,39 


" 1,46 


1,48 


C 


30 


35 




35 


1,27 


• 1.31 


1,35 


1,46 . 


D 


30 


70 






1,22 


1,23 


. 1,27 


1.36 


E 


10 


45 




45 


1.27 


1,26 


1,26 


1,26 1 



pie Copolymere A und B (50 Gew.-% Methacrylsaure) zeigendie 
ausgepragteste Transition von pH 7,4 nach pH 5,5, gefolgt von den 
Copolymeren C und D. (30 Gew.-% Methacrylsaure). Copolymer E (10 Gew.-% 
Methacrylsaure) zeigt praktisch kein Transitionsverhalten. Das 
Transitionsverhalten scheint mit dem Methacrylsaure-Gehalt der Copolymere zu 
korrelleren, jedoch nicht mit der hamolytlschen Aktitivitat der Copolymere (s.ehe 
Beispiele 2 und 4). 



Beispiel 7 

Kopplung von Copolymer B mit dem Farbstoff Lissamine® (Rhodamin B) 

Der Test wird wie in K Abdellaoul, M. Boustta, M. Vert, H. Morjani, M Manfait. 
(1998) Eur J Pharm Sci 6, 61-73 beschrleben ausgefOhrt mit folgenden 
Modifikationen. Der Carboxylgruppenaktivator N-ethoxycarbonyK2-ethoxy-1 ,2- 
dihydroquinoline (EEDQ) wurde durch 1 ,3-diisopropylcairbodiimide (DIPC) 
ersetzt. 4-(Dimethyl-amino)-Pyrldine (DMAP) und Triethylamin werden .n 
katalytischen Mengen zugesetzt. Die Reaction wird fur 4 Tage ausgefOhrt. 
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250 mg Copolymer B wurden In 1 ml zuvor destilliertem Tetrahydrofuran (THF) 
geiest. Ansehlietiend wurden 0,5 mg/ml (3 x 1 0 9 mmol) 1 ,3-Di-lsopropyl- 
carbodiimid (DIPC) zur Aktivierung der Carboxylgruppen zugegeben. Nach 30 
mln wurden katalytische Mengen Triethylamin und 4-(Dimethyl-aminoj-Pyridin 
und Lissamine® Rhodamin B Ethyen-di-Amin (1 mg/ml, 1,5x10^ mmol), 
geldst in wasserfreiem N.N-Dlmethylformamid zugegeben. Der Reaktionsansatz 
wurde fQr 96 h unter Argon im Dunkeln bei Raumtemperatur in kubiert. 

Der Reaktionsansatz wurde durch eln 0,2 urn Filter zur Entfemung des 
prazipitierten DIPC-Neberiproduktes gegeben. Das enthaltene THF wurde unter 
Vaccum abgezogen. Das Roh-Produkt wurde in.Chloroform/Ethanol (85/15' 
vol./vol.) gelbst. Clber elne Silica-Gel-Saule wurden das nlcht gekoppelte und 
das gekoppelte Copolymer getrennt Der Elutionsvorgahg wurde dabei durch 
DQnnschichtchromatographie Oberwacht. Die entsprechenden Fraktionen 
wurden vereinigt und das L6semlttel unter Vacuum abgezogen. DerRuckstand 
wurde In THF aufgenommen und gegen eine 3.500 Dalton Membran dialysiert 
fQr 3 Tage gegen Wasser/Methanol (50/50), urn Reste nicht kpvalent 
gebundenen Rhodamln B zu entfernen. Danach wurde die Dialyse fQr 2 Tage 
gegen Phosphatpuffer pH 9 und fOr 2 weitere Tage gegen destilliertes Wasser 
fortgesetzt. Das erhaltene Produkt wurde fur 72 h gefriergetrocknet 

Der Rhodamin B-Gehalt im Copolymer wurde durch Spektrofluorometrie in 
, Methanol bel Raumtemperatur bestlmmt (W = 560 nm, A em = 580 rim). 

Die Ausbeute betrug 83 % purpurfarbenen Copolymers. Es wurde eine 
Rhodamin B-Bindung von 0,04 mol-% ermittelt, was bedeutet, da& theoretisch 
ein von 9 Copolymer-MolekQIen mit einem Rhodamin-Molekcil gekoppelt 1st. 
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Das LSslichkeitsverhalten bel verschiedenen pH-Werten sollte im Vergleich zu 
nicht mit Rhodamiri B gekoppeltem Copolymer B gepruft warden. 

DieErg6bnissesindinderfolgenden^beJl§_Z_dargestellt. , 

Tabelle7 



UnWslichkeit (Prtizfpitation) in [%1 bel pH-Wert 



pH 


4,2 


4,5 


5,3 


5,6 


6,0 


7.0 


Copolymer B 


100 


70 


5 


<5 


<5 


<5 


Copolymer B- 
Rhodamin B 


70 


70 


100 


10 


<5 


<5 



Emebnis: 

Die Rhodamin-Kopplung von Copolymer B bewirkt eine deutliche Anderung des 
Loslichkeitsverhaltens. Es erfolgt ein steiler Anstieg ab ca. pH.5,6 zu 100 % 
Unloslichkeit bei pH 5,3. In Gegensatz dazu zeigt das nicht gekoppelte 
Copolymer B erst bei pH 4,2 100 % Unloslichkeit. Der Anstieg in diesen Bereich 
erfolgt deutlich flacher ab ca. pH 5,3. 



Beispiel 8 

Herstellverfahren: Es wlrd jeweils ein Beispiel fur die Herstellverfahren 1 und 
gegeben. Die Mengenanteile konnen wie In der nachstehenden Tabelle 
angegeben variiert werden. 

Aus den MeGwerten der Vlscositat n spez /e (cm 3 /g) kann die Molmasse (Mw, 
Gewichtsmittel) bezogen auf die Viscositat von Polymethylmethacrylat (PMMA) 
bei 25°C in CHCI 3 niherungsweise berechnet werden. Man benutzt dazu die 
nachstehende empirisch ermHtelte Formel: 
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Harstellverfahren 1 

In einem ReaktionsgefaS mit 2 1 Fassungsvermfigen, ausgerQstet mit 
RuckflulSkuhler, ROhrwerk und Zulaufgefaft wurden 1430 g dest Wasser, -3,78 g 
Natriumlaurylsulfat, 12,6 g Pplyoxyethylen-20^Qrbitanmonooleat und 1.26 g 
Ammoniumperoxodisulfat, gelost in 20 g dest Wasser, vorgelegt. Zu dieser 
Losung wurde bei 81 °C eine Monomermischung bestehend aus: 

270 g Ethylacrylat 

270 g Methacrylsaure 

27 g 2-Ethylhexylthioclyc»lat 

innerhalb 2,5 Stunden zudosiert. ' 

Nach Zulaufende wurde der Ansatz noch 2 Stunden bei 81 'C gehalten. ein 
Gemisch yon 0, 1 76 g Silicon-Antischaumemulslbn SE-2MC und 1 0 g dest. 
Wasser, zugegeben und im Vakuum bei ca. 300 rhbar 95,42 g dest. Wasser 
abgezogen und auf Raumtemperatur abgekuhlt. Die Dispersion hat einem 
Feststoffgehalt von 30%. 

Herstellverfahren 2 

In einem ReaktionsgefaB mit 2 1 Fassungsvermfigen, ausgerQstet mit 
RQckfluftkuhler, Ruhrwerk und Zulaufgefali wurden .774 g dest. Wasser, 1,092 g 
Natriumlaurylsulfat und 1 ,4 g Natriumperoxodisulfat, gelOst in 10 g dest. 
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Wasser, vorgelegt. Zu dieser Losung wurde bei 75 e G eine Emulsion bestehend 
aus: 

390 g Methylacrylat 

150 g Methylmethacrylat 

60 g Methaciylsaure 

1,008 g Natriumlaurylsulfat 

7 g Polyoxyethylen-20-Sorbitanmonooleat 

30 g 2-Ethylhexylthloglycolat 

820,99 g dest. Wasser; 

innerhalb 4 Stunden zudosiert 

Nach Zulaufende wurde der Ansatz noch 2 Stunderi bei 75°C gehalteni ein 
Gemisch aus 0,21 g Silicon-Antischaumemulsion SE-2MC und 10 g dest. 
Wasser, zugesetet und bei ca. 300 mbar 120 g dest. Wasser abgezogen und 
auf Raumtemperatur abgekuhlt. Die Dispersion hat einen Feststoffgehalt von 
30%. 
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PATENTANSPRUCHE 

1. PH-sensitives Polymer, das ein (Meth)acrylat-Copolymer aus 

20 bis 65 6ew.-% Methacrylsaure-Einheiten und 
" 75 bis 35 Gew,-% Einheiten von Ci- bis'Cis-Alkylestern der 
(Meth)acrylsfiure 1st, 

dadurch gekennzeichnet, daR 

es ein Molekulargswicht im Bereich von 1 .000 bis 50.000 g/mpl aufweist 

und in einer Konzentratlon von 150 ug/ml im Cytotoxicitats-Test mit 
menschlichen roten Blutzellen bei pH 5,5 elne Hamolyse von mindestens 
60 % urid bel pH 7,4 eine HSmolyse von weniger als 1 % bewirkt. 

2. PH-sensitives Polymer nac'h Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft 
esein. 

ein(Meth)acrylat-Copolymeraus , 



20 bis 60 Gew.-% Methacrylsaure-Einheiten und 
60 bis 80 Gew.-% Methylmethacrylat -Einheiten ist. 
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3. PHTsensitives Polymk nach Anspruch f , dadurch gekennzeichnet, dag 
esein 

ein (Meth)acrylat-Copolymer aus 

40 bis 60 Gew.-% Methacrylsaure-EinheHen und 
60 bis 40 Gew.-% Ethylacrylat-Einheiten ist - 

4. PH-sensitives Polymer nach Anspruch .1 , dadurch gekennzeichnet, daB 
es ein 

ein (Meth)acrylat-Copolymer aus 

40 bis 60 Gew.-% Methacrylsaure-Einheiten, 
60 bis 40 Gew.-% Ethylacrylat-Einheiten und 
2 bis 20 Gew.-% Butylmethacrylat ist 

5. PH-sensitives Polymer riach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
esein 

ejn (Meth)acrylat-Copolymer aus 

40 bis 60 Gew.-% Methacrylsaure-Einheiten, 

60 bis 40 Gew.-% Ethylacrylat-Einheiten und 

0,1 bis 2 Gew.-% Einheiten eines Ca- bis Cw-Esters der Acryl- 

oder Methacrylsaure ist 
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B. PH-sensitives Polymer nach einem oder mehreren der Anspruche 3 bis 
5, dadurch gekennzeichnet, daB es bei einer Konzentration von 0,03125 
mg / ml irri MIT-Test mit dem Maus-Makrophagen-Zelltyp J774A.1 
(ATCC TIB-67) einen Wert von. hfichstens 50 bezogen auf eine'1 00 % 
')^^^ Oberlebensrate fm Kontrollversuch bewirkt. 

7. PH-sensitives Polymer nach einem oder mehreren der Anspruche 3 bis 
5, dadurch gekennzeichnet, dali bel einer Konzentration von 0,03125 mg 
/ ml Im LDH-Test mit dem Maus-Makrophagen-Zelltyp J774A.1 (ATCC 
TIB-67) einen Wert von mindestene 20 % bezogen auf 100 % Zelllyse 
(Toxidtat) im Korrtrollversuch bewirkt. 

8. PH-sensitives Polymer nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB 
esein . 



ein (Meth)acrylat-Copolymer aus 

20 bis 40 Gew.-% Methacrylsaure-Einheiten und 
25 bis 45 Gew.-% Methylmethacrylat -Einheiten, 
25 bis 45 Gew.-% Ethylacrylat-Einheitealst. 

9. PH-sensitives Polymer nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 
8, dadurch gekennzeichnet, daG es als KonjUgat mit einem 
pharmazeutisch wirksamen natQrlichen oder synthetischen BiomolekOl 
oder einem pharmazeutische Wirkstoff vorliegt. 

10. PH-sensitives Polymer nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 
8, dadurch gekennzeichnet, dali es ein mit einem 
konformationsandernden Agens gekoppelt ist. 
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1 11 PH-sensitives Polymer nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 
8, dadurch gekennzeichnet, daS es Bestandtell eines nach chemischer 
Modifikation Qber Nukteinsauren vemetzten Komplexes ist. 

12. Verfahren zur Hersteilung eines pH-sensitives Polymers nach einem 
oder mehreren der AnsprQche 1 bis 1 1 durch radikalische Polymerisation 
der Monomeren in Gegenwart yon Polymerisatlonsinitiatoren und 
Molekulargewichtsregtem mittels Block-, Perl- oder 
Emulsionspolymerisation, Gruppentransfer-Polymerisation (GTP), Atom- 
Radikal^Transfer-Poiymerisation (ATRP) und Austragen des 
Polymerisats, dadurch gekennzeichnet, daR das Polymerisat In einem 
brganischen Losemittel gelost wird, durch mehrfache Dlalyse gegen 
Wasser gereinigt und anschlieBend gefriergetrockniet wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dafl man als 
Molekulargewichtsregler Dodecylmercaptan urid/oder 2- 
Ethylhexylthioglycolat einsetzt 

14. Verwendung eines PH-sensitiven Polymers nach einem oder mehreren 
der AnsprQche 1 bis 1 1 als Tr3ger fur natOrliche oder synthetische 
BiomolekGle oder pharmazeutische Wirkstoffe gegebenenfalls als 
Bestandtell von Mirkopartikeln, Nanopartikeln, Liposomen, Emulslonen 
und/oder Lipidvisikeln. 

15. Verwendung nach Anspruch 14 als Trager fQr Lipide, Proteine, Peptide, 
NukleinsSuren (DNA und RNA), insbesondere Oligonukleotide, 
Nucleoside, Antlsense-DNA Oder Antisense^-RNA, Nukleotide,Toxihe, ; 
Immunotoxine, Antikfirper oder Fragments von Antikflrpem. 
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16. Verwendung nach Anspruch 14 als Trager for pharmazeutlsqhe 
Wirkstoffe aus den Wirkstoffklassen Analgetika, Antiailergika, 
Antirheumatika, Antibfotika, Antiinfektiva, Antjparkinsonmittel, 
Antipsoriatika, Antitumormittei, Dermatika, Glchtmittel, 
Immunregulatoren, Magen-Darmmittel, neurotrope Mittel, Ophtalmika, 
Zytostatika. 

17. Verwendung des eines pH-sensitives Polymers nach einem Oder 
mehreren der Ansprtiche 1 bis 1 1 als Bestandteil einer dermalen, 
transdermalen, parenteralen, rtasalen, pulmonalen, vaginalen oder 
oralen Arzneiform. 

18. Verwendung nach Anspruch 17 in elner Arzneiform zur Therapie von 
Krebs , Inflektionen (einschlieBlich HJV); Herz-Kreislauferkrankungen 
B. Arteriosklerose), Arthritis, neurodegenerative Erkrankungen 
(Parkinson, Multiple Sklerose, Alzheimer), genetisch bedingte , 
Enzymmangelerkrankungen, Hepatitis B und C, Mukoviscidose, 
Hypercholosteremie, Mongolismus, Muskeldystrophle, 
Autoimmunkrankheiten GQrtelrose und Herpes, Psoriasis, CMV-Retinits, 
Morbus Crohn,. Colitis Ulcerosa oder Diabetes. 
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